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INTRODUCTION 

On sait que la couleur de la peau des Vertébrés inférieurs 
dépend du degré de dispersion des pigments dans les chromato- 
phores sous-cutanés. Cette répartition du pigment se fait à l’inté¬ 
rieur des ramifications cellulaires qui seraient fixes et non grâce 
à une extension ou à une contraction générales des chromatophores 
(Matthews, Herrick). Cependant, Koltzoff admet que la forme 
de la cellule n’est pas absolument constante et qu’elle dépend des 
changements de tension superficielle de l'ectoplasme et de la visco¬ 
sité de l'endoplasme. L’état de repos correspond, d’après Boettger, 
à la concentration du pigment dans la cellule tandis que Vérin e et 
Spaeth considèrent que c’est l’état de dispersion qui est la phase 
d'inactivité. 

La concentration et la dispersion du pigment sont sous la dépen¬ 
dance de mécanismes neuro-humoraux complexes. La lumière joue 
un grand rôle, en agissant sur les parties latérales et profondes de 
la rétine. Elle activerait ainsi des substances qui affecteraient, les 
unes les lobes intermédiaire et antérieur de l’hypophyse (facteur 
d’expansion: intermédine ou mélanophorotrope), les autres la pars 
tuberalis (facteur antagoniste de concentration du pigment). 
L’adrénaline joue, de plus, un rôle important dans la concentration 
rapide du pigment des chromatophores par son action sur les 
fibres sympathiques périphériques. 

La double innervation sympathique et parasympathique des 
mélanophores a été bien établie par Giesberg (1930), alors que les 
xanthophores et érythrophores ne paraissent être réglés que par voie 
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humorale. Parker et Rosenblueth (1941) ont démontré que 
l’excitation des fibres adrénergiques provoque la concentration, 
celle des fibres cholinergiques l’expansion des mélanophores. L’inter- 
médine agirait en antagoniste de l’adrénaline, en excitant les fibres 
parasympathiques. Ces mécanismes neuro-hormonaux diffèrent for¬ 
tement d'un groupe zoologique à l’autre. Chez les Poissons Téléo- 
stéens, le contrôle nerveux est très efficace, puisque le réglage de 
l'homochromie persiste après l’hypophysectomie, alors qu’il cesse 
chez les Batraciens, les Sélaciens et les Reptiles hypophysoprives: 
les animaux restent alors extrêmement pâles et sont incapables de 
s’adapter à la couleur du milieu, tandis que l’injection d’extrait 
hypophysaire suffit à provoquer le noircissement de la peau, même 
sur des fragments isolés (Jores). 

Chez les Poissons Téléostéens, le réglage par le système nerveux 
ne paraît concerner que les mélanophores : aussi ce sont les réactions 
des érythrophores qui constituent le test de choix pour l'étude des 
influences hormonales. Zondek et Krohn en ont fait le test standard 
de l'intermédine : une unité Phoxinus (V E) correspond à 1 y d'inter- 
médine. Ces auteurs utilisent des Vairons de sept à neuf centi¬ 
mètres, mâles de préférence, auxquels ils injectent l’extrait in vivo. 
Ils observent alors un rougissement intense des zones buccale, 
pectorale, pelvienne et anale (parure nuptiale), grâce à une expansion 
des érythrophores qui se fait en une demi-heure et persiste pendant 
quelques heures. 

On sait que l'intermédine est sécrétée par la pars intermedia de 
l’hypophyse; elle diffuse dans la pars anterior et la pars nervosa 
où elle se trouve en moindre concentration. Il existerait, par ailleurs, 
un principe mélanophorotrope dans les parties antérieure et inter¬ 
médiaire (zone des cellules basophiles de Smith) qui diffuserait plus 
ou moins dans le lobe postérieur et dont l'activité serait définie 
par l’expansion du pigment dans les mélanophores de fragments 
isolés de peau de Grenouille. Ce nouveau test tend à remplacer celui 
du Vairon, ce qui est regrettable, car, s’il est très sensible, il est 
moins spécifique: de multiples facteurs secondaires, température, 
hypertonie, acidité, composition ionique, impuretés des extraits, 
peuvent changer complètement la réaction des mélanophores in 
vitro. 

Les recherches chimiques récentes montrent que les deux prin¬ 
cipes peuvent être distingués au moins dans certaines conditions. 
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L’intermédine (érythrophorotrope) est acido-résistante, alcali-la- 
bile, dialysable, sensible à l’ensemble du rayonnement ultra-violet, 
facilement extraite par une solution à 0,5% de NaCl. Le principe 
mélanophorotrope est acido-labile, alcali-résistant (une faible hydro¬ 
lyse alcaline exalte son activité), non dialysable, détruit par cer¬ 
tains rayons ultra-violets seulement (250 à 230 il est peu 

soluble dans les solutions salines. 

Il paraît cependant difficile d’admettre l’existence de deux hor¬ 
mones. On pense plutôt que le principe mélanophorotrope serait 
moins complexe que l’intermédine et ne résulterait que d’une 
dégradation partielle de cette dernière substance: l’alcali faible, 
en exaltant le principe mélanophorotrope, altérerait l’intermédine 
(Jores et Will, 1934; Dietel, 1934; Boettger, 1936; Abramo- 
witz, 1939, 1940, 1943; Jores et Lenssen, 1933; Calloway, 
McCormick, Singh, 1942; Laxdgrebe, Reid, YVaring, 1943). 
Jores et Will ont ainsi obtenu une fraction uniquement mélano¬ 
phorotrope. 

En préparant un extrait alcoolique d’hypophyse, non soumis 
à l’hydrolyse alcaline et purifié par cristallisation fractionnée, 
Boettger (1937) a obtenu une seule substance active qui agit, à la 
fois, sur les mélanophores et sur les érvthrophores. La grande solu¬ 
bilité dans l’alcool fort des hormones agissant sur les chromato- 
phores (même dans l’alcool à 100°, 20% des principes se dissolvent), 
leur grande thermostabilité, puisqu’elles résistent à l’ébullition pen¬ 
dant une à deux heures, permettent de les séparer aisément des 
autres hormones préhypophysaires, ainsi que des albumines inac¬ 
tives. Leur plus grande résistance vis-à-vis des alcalis faibles les 
distingue des principes posthypophysaires beaucoup plus altérables. 

Un nouveau test mélanophorotrope a été proposé en 1934 par 
L. Binet, J. Verne et F. Luxembourg; le principe actif se trouve 
dans l’urine de gestation et peut être essayé sur les mélanophores 
de l’écaille isolée du Cyprin doré: 11 y aurait là un moyen simple de 
diagnostic de la grossesse. 

C’est l’étude de cette réaction que M. le professeur Guyénot 
m’a proposé de reprendre. Je lui exprime mes remerciements les 
plus vifs pour l’intérêt qu’il a pris à mes recherches et pour les possi¬ 
bilités de travail qu’il m’a offertes à la station de Zoologie expéri¬ 
mentale de l’Université de Genève. J’exprime ma gratitude à mon 
maître, M. le professeur Breindl, directeur de l’Institut de Zoologie 
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de l’Université de Prague, qui m’a accordé le congé nécessaire. Je 
tiens spécialement à remercier M. le ministre de l'Enseignement de 
la République Tchécoslovaque pour m’avoir accordé la bourse 
qui m’a permis d'effectuer ces recherches en Suisse. Je remercie 
également M lle K. Ponse, professeur d'endocrinologie à l'Univer¬ 
sité de Genève, qui a bien voulu revoir ce mémoire et m'aider en 
ce qui concerne la mise au point bibliographique. 


LE TEST DE GROSSESSE 
DE BI NET-VE RXE-LUXEMBOURG 

En 1934, L. Binet, J. Verne et F. Luxembourg publiaient une 
note, développée dans la thèse de M lle F. Luxembourg (1938) sur 
le diagnostic de la grossesse, basé sur l’expansion des mélanophores 
dans l’écaille isolée du Cyprin (Carassius vulgaris), soumise à des 
extraits d’urine gravidique. 

Les Poissons sont maintenus, avant l’expérience, dans un cristal- 
lisoir à fond blanc, ce qui provoque la condensation des grains de 
pigment dans les mélanophores. L’écaille est soigneusement détachée 
et placée dans un verre de montre contenant l’extrait d’urine. La 
réaction est suivie jau microscope. 

L'extrait d’urine est préparé suivant le procédé de Jores et 
Velde (1933). L'urine (200 à 500 cc.), fraîchement recueillie, est 
traitée par un égal volume d’acétone, ce qui précipite le principe 
actif. Après vingt-quatre heures de repos, on décante le liquide 
surnageant et on centrifuge le dépôt. Le précipité est lavé à l’acé¬ 
tone à 50%. Après une nouvelle centrifugation, on dissout le culot 
dans l’alcool à 70°: l'hormone se dissout instantanément, tandis 
que les autres hormones urinaires et les protéines inertes précipitent. 

Après filtration sur papier Joseph pour éliminer ces impuretés, 
le filtrat alcoolique est évaporé dans le vide: le résidu est dissous 
dans 5 à 10 cc. de sérum physiologique dilué par une égale partie 
d'eau, ce qui représente une concentration de 4% de NaCl. 

Dans le cas de réaction positive, l’expansion du pigment dans les 
mélanophores est rapide et se trouve réalisée au bout de deux à 
trois minutes. Si la réaction est négative, il se produit un étalement 
lent qui ne survient qu’après quinze à vingt minutes. 
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Les rayons ultra-violets inactivent cet extrait d’urine gravi¬ 
dique, d’où les auteurs concluent qu'ils ont bien affaire à l'inter- 
médine hypophysaire. 

A. Passage du principe mélanophorotrope dans les humeurs de 
Vorganisme. — Le test proposé suppose nécessairement que finter- 
médine passe dans le sang et, de là, dans l’urine. Sur ce point, les 
recherches ont abouti à des résultats contradictoires qui tiennent 
en partie à la diversité des critères, les uns cherchant à déceler le 
mélanophorotrope, les autres l’intermédine (érythrophorotrope), 
les uns réalisant des essais in vivo, avec possibilités d'interventions 
neuro-hormonales, les autres in vitro , sur écailles ou sur fragments 
de peau. 

Zondek, en 1935, nie la présence de l'intermédine active sur les 
érythrophores, ailleurs que dans l’hypophyse et le troisième ventri¬ 
cule cérébral : le thalamencéphale lui-même n’en contiendrait que 
des traces malgré l'hydrencéphalocrinie et la neurocrinie. Jores a 
décélé le principe mélanophorotrope dans l'œil et dans le sang, 
par le test de la Grenouille, mais n'a pu le trouver dans l'urine nor¬ 
male ou gravidique. 

Par contre. Florentin et Drouet (1933) observent l'expansion 
des mélanophores après injection, dans le cul-de-sac lymphatique 
de la Grenouille, d’urine fraîche brute de femme enceinte ou de 
femme en période de menstruation: la réaction est intermittente, 
variant selon les jours. L’urine de malades atteints d’hyperthyroï¬ 
disme ou porteurs de tumeurs hypophysaires donne les mêmes 
réactions variables. Konsuloff (1934) confirme ces faits, mais 
trouve que la réaction devient plus nette lorsque la grossesse est 
plus avancée. Raza et Spurell (1937) obtiennent 98% de résultats 
positifs (expansion des mélanophores) avec l'urine gravidique, 
38% avec l'urine normale d'homme ou de femme. Mend elstamm 
(1935), utilisant les mélanophores de l'Epinoche, note 75% de 
résultats positifs avec l'urine gravidique. Enfin, Bourgraat et 
Dingemanse (194G) obtiennent, avec cette urine, 100% de réac¬ 
tions positives, en utilisant des Grenouilles hypophysectomisées, 
particulièrement sensibles. 

En résumé, Zondek et Jores nient la présence dans l'urine 
du principe hypophysaire agissant sur la pigmentation alors que 
de nombreux auteurs l'admettent, en se basant sur la réaction des 
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mélanophores in vivo, test sensible, mais peu spécifique. Jores nie 
toute action sur des fragments de peau isolée de Grenouille. Cer¬ 
taines observations paraissent indiquer une décharge intermittente 
de Thormone (Collin et Drouet, 1933-1934), ce qui pourrait 
expliquer une partie au moins des résultats négatifs. 

B. Facteurs pouvant intervenir dans la réaction de Vécaille isolée. 
— Tandis que tous les auteurs ont essayé Faction de burine gravi¬ 
dique in vivo , M lle Luxembourg a effectué ses essais sur des écailles 
isolées, dont les mélanophores sont donc soustraits à toute influence 
nerveuse centrale. Il n’est cependant pas certain que le réseau péri¬ 
phérique ne puisse intervenir. Les conditions réalisées par l’écaille 
isolée sont très spéciales. Spaeth (1913), Smith (1929-43) ont 
analysé l’action, sur l'écaille de Fundulus heteroclitus , de la tempé¬ 
rature, de diverses drogues, de l'adrénaline, d’extraits parathyroï- 
diens. Odiorne (1933) a constaté que si les extraits posthypophy¬ 
saires produisent in vivo l’expansion des mélanophores, ils déter¬ 
minent leur contraction dans l’écaille isolée. 

Il faut tenir compte d’une foule de conditions susceptibles de 
modifier les résultats. D’après Spaeth et Smith, les variations de 
température produisent sur l’écaille isolée la contraction à chaud, 
l’expansion au froid. In vivo , les réponses sont inverses (von 
Frisch). La concentration osmotique des solutions joue un rôle. 
D'après Jores, l’hypertonie provoque la contraction, l’hypotonie 
l’expansion (chez la Grenouille). In vivo , sur Grenouille hypophvsec- 
tomisée (Rana pipiens), l’injection d'extrait hypophysaire produit 
une expansion du pigment suivie d'une concentration des mélano- 
somes qui est plus ou moins rapide suivant le pH: elle est huit fois 
plus rapide en milieu acide (pH =3) qu’en milieu alcalin (pH = 12). 
Par contre, Spaeth n’a pas constaté d’influence sensible du pH 
sur l’écaille isolée. 

La composition saline du milieu a aussi une action nette. Tous 
les auteurs admettent que les ions Xa favorisent l’expansion du 
pigment, tandis que les ions K, Ca, Mg tendent à provoquer l’état 
de contraction. 

Ces considérations montrent que l’expérience de Luxembourg 
est moins simple qu’il ne le paraît au premier abord et qu'il faut 
tenir compte de nombreuses causes d’erreur. 
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II. MATÉRIEL ET TECHNIQUE 

J'ai utilisé pour mes expériences des Cyprins (Carassius vulgaris 
Nilss.) récoltés dans l’étang du jardin de la Station de Zoologie 
expérimentale, à Genève. C’étaient des exemplaires de six à douze 
centimètres de longueur. La taille des Poissons, c’est-à-dire leur 
âge, n'a eu d’ailleurs aucune influence sur les réactions étudiées. 
Après avoir arraché soigneusement des écailles de la région dorsale 
de l’animal, en évitant de comprimer la partie distale de l’écaille 
contenant les mélanophores, je les dépose immédiatement dans des 
verres de montre contenant la solution à examiner. Puis je suis sous 
le microscope les réactions des mélanophores jusqu’à la mort qui 
se produit au bout de dix-huit à vingt heures: c’est surtout au com¬ 
mencement de l’expérience (pendant la première demi-heure) qu’il 
est nécessaire d’observer l’écaille sans interruption parce que les 
premières réactions sont très rapides. 

J’ai utilisé simultanément les écailles de Poissons placés depuis 
plusieurs heures sur fond noir et dont les mélanophores se trou¬ 
vaient par conséquent en état d’expansion et celles de Poissons 
maintenus sur fond blanc et dont les cellules pigmentaires étaient 
donc en état de contraction. De même, les verres de montre con¬ 
tenant les écailles étudiées ont été placés soit sur fond noir, soit sur 
fond blanc, de façon à pouvoir observer l’influence de la couleur 
du substratum sur les mélanophores isolés. 

Les courbes de réaction des mélanophores ont été construites 
d'après plusieurs observations figurant aux protocoles. J’ai utilisé 
le « melanophore index » de Hogben et Windon et de Zoond et 
Eyre. Le degré 1 signifie une concentration totale; le degré 2 une 
demi-concentration; le degré 3 l’état intermédiaire; le degré 4 une 
demi-expansion et le degré 5 une expansion totale du pigment 
(fig. 1, a à e). 

Dans une première série d’expériences, j’ai examiné l'influence 
des ions Na et K, l’action de solutions physiologiques différentes, 
l'influence de la pression osmotique, celle du pH (mesuré au colori- 
mètre). J’ai, pendant toute l’expérience, contrôlé la température. 

Après ces essais préliminaires, j’ai répété le test de M lle Luxem¬ 
bourg, en dissolvant le produit final d’extraction de l’urine de 
gestation dans les différentes solutions déjà étudiées. J’ai examiné, 
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Fig. 1. 

Photographies des mélanophores de l’écaille isolée de Carassius vulgaris auratus , 
montrant les cinq degrés de l’index de Hogben et Windon : 1, concentration 
totale du pigment; 2, demi-concentration; 3, état intermédiaire; 4, demi- 
expansion; 5 expansion totale (x 120). 


d’autre part, l’action d’urines fraîches ou bouillies de femme 
enceinte et de femme normale. Enfin, j’ai fait l’essai de prolans 
d’urine de gestation, préparés d’après la technique de Zondek. 

Dans une troisième partie, j’ai mis en suspension dans les 
diverses solutions physiologiques utilisées, soit de la poudre acéto- 
nique d'hypophyse, soit un broyage d’hypophyses de Bœuf et de 
Crapaud. J’ai également utilisé des extraits d’hormone mélano- 
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phorotrope préparés suivant diverses méthodes à partir de pitui¬ 
taires de Bœuf. 

A titre d’orientation préliminaire, j’ai injecté à des Poissons 
vivants l’extrait d’urine gravidique préparé selon la technique de 
M lle Luxembourg. 


III. INFLUENCE DES FACTEURS PHYSICO-CHIMIQUES 
DU MILIEU SUR LES MÉLANOPHORES DE L’ÉCAILLE 
ISOLÉE 


( a ) Action des ions Na et Iv. 

On sait, grâce aux travaux de Spaetii et de Smith, que les 
ions Na et K exercent des influences inverses sur les mélanophores 
de l’écaille isolée: les ions Na produisent l’expansion, les ions K la 
concentration du pigment. Or, ces deux ions figurent, sous forme 
de chlorures, dans les diverses solutions physiologiques. 

J’ai utilisé d’abord une solution N / 1 0 de chlorure 
de sodium qui, d’après Young, est isotonique pour les Téléo- 
stéens d’eau douce. La figure 2 retrace l’état des mélanophores 
pendant dix-neuf heures d’observation. Il se produit d’abord, en 
deux à quatre minutes, une brusque expansion des mélanophores. 
Ce phénomène s’observe aussi bien sur les écailles provenant de 
Poissons maintenus préalablement sur fond blanc (chromatophores 
contractés) que sur celles de Poissons gardés sur fond noir (chroma¬ 
tophores déjà partiellement étalés). Cette absence d’influence de 
l’état préalable des cellules pigmentaires s’est retrouvée dans toutes 
les autres séries d’expériences. Je n’ai pas noté non plus d’action 
liée à la nature du support (blanc ou noir) des verres de montre. 

Cette expansion rapide dure environ deux à trois heures; elle est 
suivie d’une concentration lente qui atteint son degré maximum vers 
la sixième heure. Il se produit ensuite une nouvelle expansion lente 
qui persiste jusqu’à la mort. 

Dans une solution d e K C 1 N / l 0 (fig. 3), il se produit 
une réaction inverse, soit une brusque concentration en deux à 
quatre minutes. Cet état persiste pendant six heures, puis est suivi 
d’une lente expansion qui se maintient sans changement depuis 
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Fig. 2 



Fig. 3 




Fig. 5 





Fig. 7 
Fig. 2 à 7. 

Réaction des mélanophores dans diverses solutions: 2, solution de XaCl X 10; 
3, solution KC1 Y/10; 4. solution de Young, isotonique. pH 7,0: 5, solution 
de BoETTGER, isotonique, pH 7,0 ; 6 , solution de Spaeth, isotonique. pH 7,0; 
7, eau distillée. 

(Dans les courbes des figures 2 à 31, le temps (en heures) est indiqué en 
abscisse et les degrés 1 à ô de Hobsen et Win don en ordonnée.) 

(M. I. = melanophoren-Index.) 
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la dixième heure jusqu'à la mort. Contrairement aux observations 
de Spaeth, je n’ai noté aucune influence de l’état initial des mélano- 
phores sur l’état final. 

J’ai, d’autre part, étudié l’action de différentes solutions physio¬ 
logiques où les proportions de NaCl et de KC1 ne sont pas les mêmes: 
solutions de Spaeth, de Boettger, de Young et de Ringer (celle-ci 
diluée de moitié). 

Voici la composition des solutions utilisées: 



Sol. de Spaeth 

| Sol. de Boettger 

Sol. de Young 

NaCl n/10. 

6 

6 

6 

KCI n/10. 

1 

4,7 

0,12 

CaCl 2 n/10. 

0,35 

0,35 

0,10 


Dans la solution de Young (pH — 7; isotonie; 
22-23° C), la réaction fut identique à celle produite par une solution 
de NaCl n/10: étalement brusque persistant deux à trois heures, 
suivi d’une lente concentration, puis d’une lente décontraction 
(fig. 4). C’est la forte prédominance des ions sodium qui se fait 
sentir. 

Dans la solution de Boettger (fig. 5) qui renferme 
beaucoup de potassium, la réaction ressemble à celle qui est pro¬ 
duite par une solution n/10 de KC1. Le pH était également de 7; 
la température fut de 26° ou de 30°. A 30°, la concentration persista 
plus longtemps qu’à 26°. 

La solution de Spaet h (fig. 6) est celle qui paraît le 
mieux équilibrée. 11 se produit une brusque expansion initiale mais 
qui ne persiste qu’un quart d’heure. Elle est suivie d’une lente 
concentration, plus rapide et plus complète à 30° qu’à 24°. Dans le 
premier cas, elle est totale en quatre heures et demie; dans le second 
cas, il faut dix heures pour obtenir le même résultat. Enfin, il se 
produit une lente décontraction et les cellules meurent en état de 
demi-expansion (degré 4). 

Diluée de moitié, la solution de Ringer a exercé la 
même action que celle de Young, ce qui traduit la prédominance 
des ions de sodium. 
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b ) Pression osmotique. 

Comme milieu hypotonique, j'ai utilisé l'eau distillée 
(fig. 7). Les mélanophores présentent, dans les dix premières 
minutes, une brusque expansion; celle-ci ne dure pas et est suivie 
d’une concentration rapide qui persiste une demi-heure. Survient 
ensuite une lente décontraction qui se maintient jusqu’à la 
mort.. 

Comme milieu hypertonique, j'ai utilisé la solution 
de Young, mais amenée à la même concentration moléculaire que 
celle de l’eau de mer (3,6% de sels). Il se produit, en un peu moins 
d’une heure, une expansion qui se maintient sans grand change¬ 
ment jusqu’à la fin de l’expérience (fig. 8). Il est intéressant 
de noter l’absence de la concentration caractéristique qui se 
produit, à la sixième heure, avec la solution de Young isoto¬ 
nique ou avec la solution décinormale de chlorure de sodium 
(cf.fig. 2 et 4). 

Les réactions que j'ai obtenues sont opposées à celles que Smith 
a notées chez la Grenouille. 


c) Action du pH. 

J’ai utilisé la solution de Young portée au pH 4 par addition 
d’acide acétique ou d’acide chlorhydrique (fig. 9). Les mélanophores 
sont restés dans l’état de semi-expansion (degré 4) depuis le début 
jusqu’à la fin de l’expérience. 

Dans la solution de Young, amenée à pH 8, par addition de 
soude ou de bicarbonate de soude, je n'ai observé aucune différence 
(fig. 10) avec le comportement des mélanophores dans la solution 
neutre. 

Les éléments les plus importants pour le comportement des méla¬ 
nocytes sont, en définitive, les ions Xa et K, la pression osmotique 
et l’acidité. 
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Fig. 13 
Fig. 8 à 13. 

Réaction des mélanophores dans diverses solutions: 8, solution de ^oi ng, 
hypertonique, pli 7,0; 9, solution de 'N ou ng, isotonique, pH \ ,0; 10, solution 
de Young, isotonique, pH 8,0; 11, filtrat d’extrait d’urine de femme 
enceinte dans l’eau distillée, pli 7,0; 12, idem, dans l’eau distillée, pli 5,0; 
13 , précipité d’extrait d’urine de femme enceinte dans l’eau distillée, pli >,0. 
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IV. INFLUENCE DES DIFFÉRENTS CONSTITUANTS 
DE L’URINE 

a) Hormone mélanophore de l’urine de gestation 
d’après Luxembourg. 

J’âi utilisé pour mes expériences aussi bien le filtrat alcoolique, 
constituant la dernière phase de la préparation, que le précipité 
resté sur papier Joseph, parce que le texte n’indique pas clairement 
lequel de ces deux produits a été employé par M lle Luxembourg 
pour la réalisation de son test. D’après Zondek, il serait possible 
que la substance active se trouvât dans les deux fractions, mais il 
est évident que le filtrat doit en contenir la plus grande part. Dans 
quelques expériences, j’ai remplacé la filtration par la centrifu¬ 
gation et j’ai utilisé parallèlement le liquide et le culot. 

J’ai employé comparativement des urines du troisième et du 
huitième mois de la grossesse, sans relever de différence sensible 
entre les divers échantillons. Les fractions étaient séchées dans le 
vide et reprises par l’eau physiologique ou l’eau distillée. 

Il semble, d’après ses descriptions, que Luxembourg ait utilisé 
pour ses tests la splution de Ringer ou une solution de NaCI, iso- 
toniques pour les Amphibiens, puis diluées de moitié. Or, nous avons 
vu que ces deux solutions provoquent, par elles-mêmes, une expan¬ 
sion rapide des mélanophores. 

1. L'extrait d'urine est redissous dans l'eau distillée. 

Le filtrat alcoolique, évaporé dans le vide, est repris par 
beau distillée à pH 7 (6,8 à 7,2). La réaction des mélanophores 
(fig. 11) est identique à celle que provoque l’eau distillée pure 
(fig. 7): expansion rapide et courte, suivie d’une rapide concentra¬ 
tion, puis d’une plus lente décontraction. A pH 5 (fig. 12), la seconde 
expansion est plus rapidement achevée, atteignant le degré 3 au 
bout de deux heures. A pH 8, la réaction est semblable, mais l’étale¬ 
ment secondaire est plus complet, atteignant le degré 5, ce qui est 
dû à l’influence des ions sodium contenus dans la soude ou le bicar¬ 
bonate utilisés pour alcaliniser le milieu. La température exerce 
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Fig. 15 


Fig. 16 



Fig. 17 



Fig. 18 



Fig. 14 à 19. 

Réaction des mélanophores dans diverses solutions: 14, filtrat d’extrait d'urine 
dans la solution de Yoing, pli 7,0; 15, précipité de l’extrait dans la solution 
de Boettgeh, p 11 6,4; 16, précipité de l’extrait dans la solution de Spaetu, 
pli 6,4; 17, prolan d’urine de femme enceinte dans l’eau distillée, pli 6,8; 
18, ce prolan dans la solution de Boettgek, pli 6,8; 19, ce prolan dans la 
solution de Spaetu, p 11 6,8. 
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aussi une certaine influence: la concentration du pigment est plus 
complète et plus durable à 30° qu’à 24°. 

Le précipité, recueilli dans le filtre et redissous dans l’eau 
distillée, agit différemment (fig. 13). Il se produit une expansion 
rapide et totale (degré 5) qui s’abaisse au degré 4 pour s’y mainte¬ 
nir jusqu’à la fin. Les résultats ont été les mêmes à 24° et à 30°, 
le pH étant de 6,6 à 7. On peut attribuer le résultat à l’hypertonie 
et à la prédominance des ions sodium contenus dans le précipité, 
le sel de l’urine ne se dissolvant que faiblement dans l’alcool, mais 
en totalité dans l’eau. 


2. L'extrait est redissous dans diverses solutions . 

Le résidu du filtrat alcoolique redissous dans la solution de 
Young (fig. 14) agit exactement comme la solution de Young pure. 

Le précipité a été redissous dans la solution de Boettger (fig. 15). 
Les effets sont les mêmes que ceux de ce précipité dans l’eau dis¬ 
tillée. J’ai obtenu le même résultat en utilisant la solution de 
Spaetii pour redissoudre le précipité (fig. 16). Il semble que ces 
résultats soient liés à la forte teneur du précipité en ions sodium. 

Enfin le filtrat, repris par la solution de Spaeth, a exercé la 
même action que la solution de Spaeth pure. 

On voit, en définitive, que, dans aucun cas, l’addition du filtrat 
alcoolique ne change l’action exercée par les solvants lorsqu’ils sont 
purs. Aucun facteur agissant spécifiquement sur les mélanophores 
n’a donc pu être mis en évidence dans cette fraction de l’extrait 
d’urine gravidique. Quant à la fraction précipitée par l’alcool, elle 
exerce une action banale liée soit à l’hypertonie, soit à la forte 
teneur en ions sodium. 


b) Prolans gravidiques selon Zondek. 

L’urine fraîche de femme enceinte, filtrée sur papier, a été 
précipitée par quatre volumes d’alcool à 96°. Après vingt-quatre 
heures de repos, on décante le liquide. Le précipité, séparé par 
centrifugation, est lavé à l’alcool à 85°, centrifugé à nouveau, lavé 
à l'éther. Le culot final obtenu est séché à 24°, puis dissous dans 
l’eau distillée ou dans une solution physiologique. Après dix heures 
Rev. Suisse de Zool., T. 56, 1949. Fasc. suppI. 
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de séjour à la glacière, le mélange est soumis à une dernière centri¬ 
fugation et on utilise le liquide clair qui en résulte. L’hormone 
mélanophorotrope, se dissolvant facilement dans l’alcool, doit être 
absente, en supposant que l’urine en renferme. Si Ton en croit 
Zondek, Collin, Drouet, les autres hormones hypophysaires, 
présentes dans l’extrait, agiraient en produisant un état de concen¬ 
tration des mélanophores. Or, j'ai constaté l’inverse. 

Les figures 17, 18 et 19 montrent que l’extrait d’urine, redissous 
dans l’eau distillée, la solution de Boettger ou celle de Spaeth, 
déclenche toujours la même réaction: une expansion assez brusque 
qui persiste jusqu’à la fin. Cette réaction, qui est la même à 21° et 
à 30°, est différente de celles que provoquent les solvants à l’état 
pur. Elle paraît due uniquement à l’hypertonie et à la forte con¬ 
centration en ions Na du résidu de précipitation de burine, conte¬ 
nant du chlorure de sodium qui ne s’est que faiblement dissous dans 
l’alcool et qui passe en grande quantité dans la solution aqueuse. 
L’hypertonie, nous l'avons vu, supprime la concentration que pro¬ 
voquent vers la sixième heure les ions sodium. 

c ) Influence directe de l’urine gravidique et de l’urine 

NORMALE, FRAÎCHES OU BOUILLIES. 

N’ayant constaté une action spécifique sur les mélanophores 
dans aucun des extraits d’urine de gestation, j’ai utilisé l’urine 
elle-même fraîche ou après ébullition. A titre de comparaison, j’ai 
employé, dans les mêmes conditions, l’urine de femme non enceinte. 

Les réactions (fig. 20 et 21) ont, dans tous les cas, été identiques. 
Elles sont l’image typique de ce que donnent des solutions hyperto¬ 
niques et riches en ions sodium, comme c’est évidemment le cas 
pour n’importe quelle urine. Les différences de pH (6,0 à 7,1) n'ont 
exercé aucune influence sur le résultat. 
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Fig. 24 
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Fig. 25 


Fig. 20 à 25. 

Réaction des mélanophores placés dans diverses solutions: 20, urine fraîche 
de femme enceinte, pH 6,0 à 6,8; 21, urine bouillie, pH 6,2 à 7,0; 22, extrait 
d’hypophyse selon Zondek, dans l’eau distillée, pH 6,8; 23, extrait- 
hypophysaire selon Dietel, dans l’eau distillée, pH 7,0; 24, extrait hypo¬ 
physaire selon Dietel, dans la solution de Spaeth, pH 6,2 à 8,4; 25, extrait 
hypophysaire selon Landgrebe et Waring, dans l’eau distillée, pH 7,0. 
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V. INFLUENCE DES EXTRAITS HYPOPHYSAIRES 

a ) Hormone mélanophorotrope, préparée d’après les mé¬ 
thodes DE ZONDEK, DE DlETEL ET DE LaNDGREBE ET WaRING. 

J’ai utilisé la poudre d’hypophyses de Bœuf, épuisées plusieurs 
fois par l’acétone, séchées dans le vide et broyées. 

Extrait selon Z o n d e k . On fait bouillir la poudre 
d’hypophyse avec de l’acide acétique à 0,25% (extraction acide 
d’après Oldham, Calloway et Geiling). L’extrait est purifié 
par l’alcool à 100°. A la fin, l’addition de soude à 1% inactive 
l’ocytocine et la vasopressine. Après neutralisation et évaporation, 
on dissout la poudre blanche obtenue dans l’eau distillée ou une 
solution physiologique. 

Cet extrait (fig. 22) a pour effet réel une brusque expansion des 
mélanophores dans les deux premières minutes et qui persiste à peu 
près trois heures; elle est suivie d’une concentration dont le maxi¬ 
mum se trouve entre la cinquième et la sixième heure. Puis il se 
produit une lente expansion. Le pH était de 6,8 à 7,2, la tempéra¬ 
ture de 24°. A 30°, la concentration fut plus précoce mais moins 
complète. 

Il est douteux, par comparaison avec les résultats des autres 
extraits, que l’expansion initiale soit due à l’hormone du lobe 
intermédiaire. Elle paraît devoir s’expliquer par la concentration 
en ions sodium, introduite par l’addition de soude à la fin de la 
préparation. 

Extrait selon D i e t e 1 . On fait une suspension de 
poudre acétonique dans la baryte saturée qui inactive rapidement 
l’ocytocine et la vasopressine (extraction alcaline); on neutralise 
par l’acide sulfurique à 2%. Après purification par l’acétone, le 
culot de centrifugation est lavé à l’eau distillée, évaporé, séché, 
repris par f alcool à 100° et soumis à l’ébullition. On filtre les extraits 
alcooliques; après évaporation de l’alcool, le résidu est dissous dans 
l’eau distillée. 

L’effet de cet extrait (fig. 23) est identique à celui de feau 
distillée (cf. fig. 7). A 28°, la concentration est plus lente qu’à 24°. 
Le meme produit a été redissous dans la solution de Spaeth (fig. 24). 
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La réaction est du même type que celle due à la solution de Spaeth 
pure, à pH 7,0. A pH 8,4, la réaction se rapproche de celle qu'on 
observe avec la solution isotonique de chlorure de sodium (à cause 
des ions Na de la soude ou du bicarbonate de soude utilisés pour la 
neutralisation). A pH 6,2, il se produit une paralysie des mélano- 
phores, immobilisés au degré 4, qui est due au milieu acide. 

Extrait selon Landgrebe et W a ring. C’est 
une méthode basée sur l’adsorption. La poudre acétonique est lavée 
à l’eau chaude, bouillie, puis filtrée dans un entoniîoir de Buchner. 
On ajoute au filtrat du charbon animal activé; au bout d’une demi- 
heure, on filtre à plusieurs reprises jusqu’à ce que le filtrat soit 
dépourvu de charbon. Le charbon resté sur l’entonnoir est lavé à 
l’eau distillée, puis séché et additionné de quelques gouttes d’acide 
chlorhydrique (élution). Après centrifugation, le liquide d’élution 
est décanté; on ajoute de l'acétone au précipité et on soumet à 
l'évaporation. La poudre obtenue est dissoute dans l’eau distillée. 

Cet extrait (fig. 25) a provoqué une réaction identique à celle 
qui caractérise l’eau distillée pure. Rien ne permet de déceler faction 
de l’intermédine. 

b ) Suspension de poudre acétonique d’hypophyse. 

J’ai mis 0,4 gr. de poudre d’hypophyse en suspension dans 
10 cc. de solution. Dans l’eau distillée (fig. 26), après une brusque 
expansion, se produit une concentration rapide, mais qui n’atteint 
que les degrés 2 à 3, et qui est suivie d’une nouvelle expansion. 

Dans la solution de Spaeth (fig. 27), il y a, de même, une brusque 
expansion, puis une lente concentration qui ne dépasse pas le degré 4 
et qui est suivie, au bout de la quatrième heure, par une nouvelle 
expansion définitive. 

Dans la solution de Boettger (fig. 28), après l’expansion se 
produit un début de concentration pendant la première heure, suivi 
d’une nouvelle expansion durable. 

Il y a bien, dans tous ces cas, une rapide expansion des mélano- 
phores survenant pendant les premières minutes, mais il est bien 
difficile de l’attribuer à l’action du principe mélanophorotrope. 
C’est cette réaction que produisent f eau distillée ou la solution de 
Spaeth témoins. L’effet dû à la solution de Boettger est proba¬ 
blement modifié par l’hypertonie. 
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Fig. 29 


Fig. 30 



Fig. 26 à 31. 

Réaction des mélanophores placés dans diverses solutions: 26, poudre acéto¬ 
nique d’hypophyse dans l’eau distillée, pli 6,8; 27, poudre acétonique 
d’hypophyse dans la solution de Spaeth, pH 6,4; 28, poudre acétonique 
d’hypophyse dans la solution de Boettger, pli 6,4; 29, émulsion d’hypo¬ 
physe de bœuf (ant. moy. et post.) ou d’hypophyse de crapaud, dans l’eau, 
distillée, pli 6,3; émulsion d’hypophyse de bœuf (ant. et post,) dans la 
solution de Yoing, pH 6,3; 31, id ., dans la solution de Boettger, pli 6,3. 
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c ) Suspension d’hypophyses fraîches de Bœuf et de Crapaud. 

J’ai mis en suspension dans l’eau distillée, après broyage, des 
lobes antérieur, moyen et postérieur d’hypophyses de Bœuf ou 
des hypophyses de Crapaud. Dans tous les cas (fig. 29), la réaction 
a été identique à celle que produit l’eau distillée pure (cf. fig. 7). 

Dans les solutions de Spaeth ou de Young (fig. 30), on obtient 
une expansion qui est durable, quel que soit le lobe utilisé. La courbe 
rappelle celle des solutions hypertoniques (fig. 8). 

En solution de Boettger (fig. 31), la réaction est également la 
même pour les trois lobes de l’hypophyse. La réponse commence 
par une concentration du pigment comme lorsqu’on emploie la 
solution de Boettger à l’état pur. 


VI. INJECTION «IN VIVO» DE L’EXTRAIT D'URINE 
GRAVIDIQUE PRÉPARÉ SELON LA MÉTHODE DE 
LUXEMBOURG 

J’ai injecté à quatre Poissons, sous la peau du dos, près des 
nageoires dorsales, 0,2 cc. de l’extrait d’urine de femme enceinte 
préparé selon la technique de M lle Luxembourg et dissous dans 
l’eau distillée. Deux de ces Poissons étaient maintenus sur fond 
blanc, les deux autres sur fond noir. A des témoins, j’ai injecté 
de l’eau distillée. 

Huit minutes après les injections, on pouvait constater que les 
écailles devenaient plus sombres au point d’injection, mais ceci 
aussi bien avec l’extrait d'urine qu’avec l’eau distillée. La réaction 
était plus nette chez les Poissons conservés sur fond blanc. Le noir¬ 
cissement ainsi provoqué a duré plus de huit jours. Je pense que ce 
noircissement était dû à la désinnervation des écailles sous l’in¬ 
fluence du traumatisme causé par l'injection, ce qui les rendait 
incapables de s’adapter à la coloration blanche du substratum. Je 
n’ai observé aucun changement des écailles dans les autres régions 
du corps. 
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VII. CONCLUSIONS 

L’expansion brusque, réalisée en deux à trois minutes, du pig¬ 
ment dans les mélanophores de l'écaille isolée du Cyprin, dont on a 
voulu faire un test de la grossesse, est une réaction extrêmement 
banale qui se produit sous l'influence de l'eau distillée, des solutions 
de chlorure de sodium ou des solutions physiologiques de Youxg 
et de Spaeth. 

Le type de réaction des mélanophores dépend d'une foule de 
conditions; les ions sodium provoquent une expansion rapide suivie 
d'une concentration transitoire vers la sixième heure, tandis que 
les ions potassium provoquent d'emblée une forte concentration 
des granules pigmentaires. Une assez forte acidité maintient les 
ehromatophores en état de semi-expansion. Le milieu hypertonique 
a pour conséquence une expansion des mélanophores tandis qu’un 
milieu hypotonique en détermine la contraction. L'action de la 
température n’est pas considérable, mais l'élévation du degré ther¬ 
mique favorise l'état de concentration du pigment. Le pH n’a qu’une 
faible influence. 

Les diverses solutions de l'extrait d'urine de femme enceinte, 
préparé suivant la technique de M lle Luxembourg, ont donné des 
résultats qui sont superposables à ceux des solvants utilisés à l’état 
pur. Nulle part, une action spécifique de l’extrait n’a pu être déce¬ 
lée. L’emploi des urines brutes elles-mêmes, qu'il s'agisse de femmes 
enceintes ou de femmes normales, a donné le même résultat qui est 
à mettre sur le compte de l'hypertonie et de la forte concentration 
en ions sodium de ces liquides excrémentiels. Les extraits d’urine 
gravidiques préparés suivant la méthode de Zoxdek n'ont pas non 
plus fourni de résultats positifs. 

Les diverses préparations effectuées à partir d'hypophyses de 
Bœuf ou de Crapaud n'ont pas davantage permis de caractériser 
l'action de l'intermédine (ou de ses dérivés) par la méthode de 
l'écaille isolée. 

Il paraît donc douteux que Y urine de femme enceinte contienne 
un principe mélanophorotrope et la méthode de l’écaille isolée ne 
semble pas adéquate à le révéler. 

Privés d'innervation centrale, les mélanophores de l'écaille 
isolée ne réagissent pas à l'influence de l'éclairage et de la couleur 
du substratum. 
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